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L. monocytogenes je fakultativni znotrajcelični patogen, ki je povzročitelj listerioze, ene 
izmed najbolj nevarnih okužb, ki se prenašajo s hrano. Čeprav je kontakt človeka z listerijo 
precej pogost in okužba za zdravega človeka ne predstavlja nevarnosti, lahko pri ljudeh z 
oslabljenim imunskim sistemom povzroči vnetje prebavil, spontani splav, težko sistemsko 
obolenje z vnetjem možganskih ovojnic in septikemijo, pogosta je tudi smrt (Wing in 
Gregory, 2002). Ogrožene so tudi živali, ki v stik z L. monocytogenes najpogosteje pridejo 
preko okužene silaže, listerioza pa največje težave povzroča pri govedu in drobnici, kjer 
povzroča spontani splav, vnetje možganskih ovojnic in septikemijo prebavil (Wesley, 1999).  
Vse od odkritja v letu 1926 je zaradi svojih lastnosti L. monocytogenes sprožala zanimanje 
številnih raziskovalcev in danes velja za enega izmed najbolj preučevanih bakterijskih 
patogenov. Mackaness (1962) je že v šestdesetih letih ugotovil posebno sposobnost te 
bakterije, da se lahko povsem izogne prirojenemu imunskemu sistemu in se učinkovito 
razmnožuje v makrofagih. Izkazalo se je tudi, da okužba omogoči dolgoročno imunost in da 
se ob ponovni okužbi sproži spominski odgovor, pri katerem pa humoralna imunost in 
protitelesa ne sodelujejo. L. monocytogenes je tako postala eden redkih znotrajceličnih 
organizmov, ki se uporablja pri preučevanju mehanizmov vzpostavitve celične imunosti in 
delovanja celic T (Zenewicz in Shen, 2007). V tistem času je znotraj znanstvenih krogov 
prišlo do številnih vzpodbud za raziskovanje in iskanje cepiva proti sindromu pridobljene 
imunske pomanjkljivosti (AIDS). Raziskave na listeriji so zato dobile še dodatni zagon, saj je 
bakterija zaradi svoje prisotnosti v citosolu gostiteljskih celic potencialno predstavljala 
učinkovit vektor za vzpostavitev celične imunosti, kar bi lahko vodilo k odkritju cepiva proti 
okužbi z virusom HIV (Portnoy, 2007).   
 
Čeprav so številne raziskave postopoma razkrivale zanimivi svet listerije, je bilo sredi 
osemdesetih let prejšnjega stoletja o bioloških osnovah in molekularnih mehanizmih okužbe 
znano še precej malo. Z razvojem različnih genskih tehnik in z uporabo mobilnih genetskih 
elementov je bilo možno pridobiti mutirane seve, ki so veliko pripomogli k razumevanju 
delovanja posameznih genov in njihovih produktov. Havell (1986) je pokazal, da lahko L. 
monocytogenes vstopi v mišje embrionalne celice in izzove nastanek visokih koncentracij 
interferona tipa I (IFN-I). Kathariou in sod. (1987) ter Bielecki in sod. (1990) pa so odkrili 
glavni dejavnik okužbe, protein listeriolizin O (LLO), in dokazali njegovo ključno vlogo pri 
znotrajcelični rasti in razmnoževanju bakterije. Različni genetski postopki in tehnike so 
prispevale k odkritju novih dejavnikov okužbe, toda šele napredek v genomiki in razvoj novih 
postopkov določanja zaporedja DNK je omogočil natančnejši vpogled v delovanje celotnega 
organizma. Eden izmed najbolj zanimivih aspektov L. monocytogenes je koordinirana 
regulacija metabolizma in virulentnih dejavnikov, ki omogočajo prehod iz okolja v 
znotrajcelični prostor gostiteljskih celic. Pri tem imajo pomembno vlogo ciklični nukleotidi, 
posebna vrsta sekundarnih obveščevalcev, ki sodelujejo pri celični komunikaciji in prenosu 
signala v znotrajcelični prostor. Nedavne raziskave so razkrile vlogo cikličnih nukleotidov pri 
interakciji z gostitelji in preko njih naj bi L. monocytogenes celo manipulirala z imunskim 
odzivom človeka (Archer in sod., 2014).  
 
Natančno uravnavanje koncentracij cikličnih nukleotidov je torej ključnega pomena za 
ustrezno delovanje celotnega organizma. Zaradi posebne zgradbe proteinov, ki sodelujejo v 
poteh signalnega prenosa in pri izgradnji ter razgradnji cikličnih nukleotidov, je s pomočjo 
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bioinformatskih analiz možno pridobiti številne informacije že na podlagi genomskih 
zaporedij. Proteini v poteh signalnega prenosa so namreč sestavljeni iz posameznih domen z 
lastno tridimenzionalno strukturo in ohranjeno funkcijo. S primerjavo posameznih zaporedij 
in domen lahko na podlagi homolognih regij prepoznamo proteine, ki sodelujejo v signalnih 
poteh cikličnih nukleotidov. Namen diplomskega seminarja je s pomočjo podatkov iz PDB in 
Uniprot narediti pregled proteinov iz L. monocytogenes s poznano tridimenzionalno strukturo. 
Pregled bo podlaga za predstavitev ključnih dejavnikov okužbe in proteinov, ki vsebujejo 
vezavna mesta za sekundarni obveščevalec ciklični c-di-AMP. Med proteini z neznano 
funkcijo bom s pomočjo bioinformacijskega orodja BLAST (angl. Basic Local Alignment 
Search Tool) poskušal prepoznati in opisati tiste, ki sodelujejo v signalnih poteh sekundarnih 
obveščevalcev, molekul, ki igrajo pomembno vlogo v številnih celičnih procesih.  
 
2 PREGLED PROTEINOV S POZNANO 3D STRUKTURO 
 
Analize genomskih zaporedij so pokazale, da imajo vse bakterijske vrste znotraj rodu Listeria 
zelo podobno velikost genoma, okoli 2893 do 3011 tisoč baznih parov (kbp). Močno podobne 
so tudi ostale glavne lastnosti genoma, kot so: razmerje nukleotidnega para citozin in gvanin 
(angl. GC content), skupno število kodirajočih zaporedij in število genov, ki vsebujejo zapis 
za izgradnjo prenašalne molekule RNA (tRNA) (glej Preglednico 1) (Glaser in sod. 2007).  
 
Glavni razlog izbora treh različnih sevov L. monocytogenes je povezan z njihovo virulenco. 
Sev EGDe je med raziskovalci daleč najbolj preučevan in je bil prvič opisan že leta 1924, 
kasneje pa ga je v svojih raziskavah vzpostavitve celične imunosti (1962) uporabil tudi 
Mackaness. Seva F6854 in F2365 imata prav tako povišano virulenco ter sta povezana z 
izbruhom listerioze v ZDA v 80. in 90. letih. L. innocua CLIP11262 pa je v genetskem smislu 
tesno sorodna vrsti L. monocytogenes, toda ne povzroča okužb pri človeku (Glaser in sod. 
2007).   
 
Preglednica 1: Glavne značilnosti genomov bakterij iz rodu Listeria (povzeto po Glaser in sod., 2007: 38) 
 














38 37,8 38 37,4 
Št. kodirajočih 
zaporedij 
2853 2973 2847 2973 
Št. tRNA genov 67 67 67 66 
 
Nadaljnje raziskave genoma bakterije L. monocytogenes so razkrile štiri glavne značilnosti: 
veliko število proteinov, usidranih v membrano, in proteinov, ki jih bakterija izloča v 
zunajcelični prostor, pestrost genov, ki sodelujejo pri presnovi enostavnih sladkorjev, ter 
presenetljivo visoko število regulatornih genov. Geni, ki pripadajo tem skupinam, se med 
različnimi izolati znotraj rodu Listeria razlikujejo, kar priča o izredni prilagodljivosti bakterije 
na različna okolja (Glaser in sod., 2007).  
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Prva primerjava celotnega genoma L. monocytogenes EGDe z nepatogeno vrsto L. innocua 
CLIP11262 je namreč pokazala, da je kar 272 genov specifičnih za sev EGDe, 144 genov pa 
lahko najdemo zgolj pri vrsti L. innocua (Glaser in sod. 2001). Do podobnih ugotovitev so 
privedle tudi raziskave genoma različnih izolatov L. monocytogenes: identificirali so 83 
genov, ki so specifični za izolate seva 1/2a in 53 genov, specifičnih za izolate seva 4b. 
 
Kratek pregled proteinske podatkovne baze (PDB) je pokazal, da je znotraj rodu Listeria 
vnesenih 312 proteinskih struktur, okoli 80 odstotkov vseh vnesenih struktur pa pripada 
bakterijski vrsti L. monocytogenes (Slika 1). Raziskovalci namreč največ pozornosti 
posvečajo tistim bakterijskim vrstam, ki lahko povzročajo okužbo pri človeku in L. 
monocytogenes je edina bakterijska vrsta znotraj rodu, ki povzroča listeriozo pri človeku 
(Lecuit, 2007).   
 
 
Slika 1: Pregled proteinov rodu Listeria s poznano 3D strukturo. Levi diagram prikazuje število 3D struktur v 
PDB, ki pripadajo posameznim proteinom znotraj rodu Listeria. Diagram desno prikazuje funkcijo proteinov 
oziroma njihovo klasifikacijo znotraj podatkovne baze PDB. Števila na sliki predstavljajo število proteinov.  
Podatki so iz baze podatkov PDB, zadnjič posodobljeno 1.8.2017. 
 
Za pregled proteinov smo kode struktur L. monocytogenes iz PDB izvozil v podatkovno 
zbirko Uniprot Knowledgebase (UniprotKB), ki poleg nukleotidnih zaporedij proteinov 
vsebuje tudi veliko količino informacij o njihovi funkciji, bioloških procesih in molekulskih 
interakcijah, v katerih sodelujejo. S pomočjo orodja retrieve/ID mapping smo 252 različnih 
identifikacijskih kod PDB pretvorili v 138 akcesijskih številk proteinske baze UniprotKB. 
Različne 3D strukture v PDB lahko namreč predstavljajo isti protein, le da je nanj vezan drug 
ligand, vsebuje mutacijo v aminokislinski sestavi ali pa gre za strukturo druge polipeptidne 
verige. Izkazalo se je, da je večina proteinov (76 %) vnesenih v podatkovno bazo 
UniProtKB/TrEMBL, ki vsebuje visoko stopnjo prekrivanja (angl. redundancy), vnosi pa so 
obogateni zgolj z avtomatski anotacijami in niso pregledani s strani kuratorjev. Slaba četrtina 
(24 %) proteinov je vnesenih v podatkovno bazo UniProtKB/Swiss-Prot, ki je nepresežna 
(angl. non-redundant), vsak vnos pa vsebuje ročno dodane anotacije, ki jih kuratorji dodajajo 
s pomočjo podrobnih analiz proteinskih zaporedij in z rednim pregledom znanstvene 
literature. Ker velika večina proteinov L. monocytogenes s poznano 3D strukturo v 
podatkovni bazi Uniprot ne vsebuje ročnih anotacij, je tudi o njihovi funkciji na voljo malo 
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informacij. Od skupno 138 proteinov je 43 takšnih, katerih funkcija je neznana, ali pa ne 
vsebujejo genske ontologije (angl. GO term).  
 
Na podlagi opravljenega pregleda smo prepoznali ključne dejavnike okužbe in dejavnike, ki 
sodelujejo v signalnih poteh cikličnih dinukleotidov (Preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Seznam proteinov L. monocytogenes iz baze PDB, ki so ključni dejavniki okužbe ali pa sodelujejo 
v signalnih poteh cikličnih dinukleotidov. Internalin A, (InlA) Internalin B (InlB), Internalin J (InlJ), 
listeriolysin (LLO) Listeria nuclear targeted protein A (LntA), Listeriolysin regulatory protein (Prfa), 
Diadenylate cyclase A (DacA), Cyclic-di-AMP phosphodiesterase (PgpH),  Phosphate transport system 
permease protein A (PstA), Carnitine transport ATP-binding protein OpuCA (OpuCA), Diguanylate cyclase 
(DGC) 
Ime proteina Številka ID v bazi PDB Vloga 
Proteini z znano funkcijo 
InlA 1O6S, 1O6V, 1O6T, 2OMY, 2OMW, 
2OMV, 2OMZ 
virulenca 
InlB 1D0B, 1H6T, 1M9S, 1OTO, 1OTN, 
1OTM, 2UZY, 2UZX, 2WQX, 2WQW, 
2WQV, 2WQU, 2Y5Q, 2Y5P, 4AW4, 
4CIL 
virulenca 
InlJ 3BZ5 virulenca 
LLO  4CDB virulenca 
PLC  1AOD, 2PLC virulenca 
LntA 2XL4, 4CIH virulenca 
PrfA 1OMI, 2BGC, 2BEO, 5F1R virulenca 
DacA  4RV7 izgradnja c-di-AMP 






PstA 4RWW regulacija genov  
(vezava c-di-AMP) 
OpuCA 5KS7 Transport ionov  
(vezava c-di-AMP) 
Proteini z neznano funkcijo 
Lmo2119  5HQH aktivacija DacA* 
Lmo2462 (DGC) 3LU2 (3NEH) neznana 
Lmo0111  3KZP razgradnja c-di-GMP* 
Lmo0131  4Q6J razgradnja c-di-GMP* 
Lmo0740  4RFA neznana 
*Funkcija proteinov označenih z zvezdico (Lmo2119, Lmo0111, Lmo0131) v PDB bazi ni določena in smo jo 
pripisali s pomočjo pregleda znanstvene literature (Rismondo in sod., 2016; Chen in sod. 2014).   
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Ker nam klasifikacija proteinov v PDB o njihovi biološki vlogi nudi malo informacij, 
podatkovna baza Uniprot pa vsebuje malo anotacij, smo si pri izdelavi preglednice pomagali z 
iskanjem znanstvenih publikacij s pomočjo iskalnika PubMed. Med proteni s poznano 
funkcijo smo prepoznali 13 proteinov, ki so pomembni dejavniki okužbe, ali pa sodelujejo v 
signalnih poteh cikličnih nukleotidov (Preglednica 2).  
 
Trem izmed petih proteinov z neznano funkcijo (Lmo2119, Lmo0111, Lmo0131) smo s 
pomočjo pregleda znanstvene literature uspeli pripisati vlogo pri uravnavanju koncentracije 
cikličnih nukleotidov (Chen in sod., 2014; Rismondo in sod., 2016). Eden glavnih vzrokov 
pomanjkljivih in včasih nenatančnih anotacij v PDB bazi je njena neredna posodobitev. 
Čeprav so nove 3D strukture posodobljene na tedenski bazi, pa to za starejše vnose ne drži. 
Strukture proteinov Lmo2119, Lmo0111 in Lmo0131 so bile namreč določene in vnesene v 
PDB bazo pred izzidom člankov, ki opisujejo njihovo funkcijo, do posodobitev pa ni prišlo.  
 
Zanimiva je ugotovitev, da proteina Lmo0111 in Lmo0131 uravnavata koncentracijo 
sekundarnega obveščevalca c-di-GMP (Chen in sod., 2014). Medtem ko je bila namreč vloga 
c-di-AMP pri L. monocytogenes v zadnjem času precej dobro pojasnjena, se o celičnih 
procesih, ki jih nadzira c-di-GMP, še ne ve veliko. Vlogo proteinov, ki sodelujejo v teh 
procesih, bom pojasnil v zaključnem poglavju diplomskega seminarja.   
 
3 BIOLOŠKE ZNAČILNOSTI IN GLAVNI VIRULENTNI DEJAVNIKI LISTERIJ 
 
Znotraj rodu Listeria obstaja deset različnih vrst: L. monocytogenes, L. seeligeri, L. 
welshimeri, L. innocua, L. ivanovii L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L. weihenstephanensis 
in L. fleischmanni (Hellberg in sod., 2013). Vse vrste so v okolju zelo razširjene in jih lahko 
najdemo v zemlji, propadajočem rastlinskem materialu, krmi, v iztrebkih številnih sesalcev, 
kompostu, odpadni vodi, površinskih vodah, okuženi so lahko tudi živilski obrati in hrana 
(Schuchat, 1991). Čeprav sta lahko tako L. ivanovii kot L. monocytogenes povzročitelja 
listerioze pri živalih, pa lahko okužbo pri človeku povzročijo le bakterije znotraj vrste L. 
monocytogenes. Do razvoja bolezni pride zaradi sposobnosti bakterije, da lahko preživi in se 
razmnožuje v fagocitnih celicah imunskega sistema gostiteljskega organizma. Ker lahko L. 
monocytogenes vstopi tudi v nefagocitne celice, lahko bakterijske celice prečkajo pomembne 
fiziološke pregrade, kot so črevesni epitelij in krvna-možganska pregrada, preide pa lahko 
tudi v placento nosečnic (Lecuit, 2007). 
 




L. monocytogenes v svojem genomu vsebuje zapis za sedemindvajset različnih internalinov, 
največ med grampozitivnimi bakterijami s poznanim zaporedjem genoma (Pizarro-Cerdá, 
2012). Njihova skupna značilnost je, da v svojem N-koncu vsebujejo večkratne ponovitve z 
levcinom bogatih regij (LLRs), ki sodelujejo pri interakciji s proteini, ki jih najdemo na 
površini celic sesalcev (Bierne in sod., 2007). Glede na tip interakcije s celično steno L. 
monocytogenes, lahko internaline razdelimo v tri skupine: 21 internalinov vsebuje zaporedje 
aminokislin LPXTG, kar omogoča kovalentno usidranje proteina v peptidoglikan v bakterijski 
celični steni (Stavru in sod., 2011).  
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InlB je edini doslej poznani internalin, ki vsebuje ponovitve posebnih regij, ki se pričenjajo z 
glicinom in triptofanom (GW) (Dramsi in sod., 1995). Te regije proteinu omogočajo šibke 
interakcije z lipotehoično kislino v celični steni. V tretjo skupino pa sodijo internalini, ki ne 
vsebujejo posebnih motivov za usidranje v celično steno, zato jih bakterija izloča v 
zunajcelični prostor (Pizarro-Cerdá, 2012).      
 
Proteine z značilnim LPXTG zaporedjem sicer najdemo v številnih grampozitivnih bakterijah, 
toda po njihovem številu L. monocytogenes izstopa; v svojem genomu vsebuje zapis za 41 
proteinov, kar predstavlja več kot en odstotek celotnega genoma (Cabanes, 2002). Med 
proteini z LPXTG zaporedjem je pri L. monocytogenes trenutno prepoznanih in opisanih 
sedem virulentnih faktorjev. To so internalini InlA, InlF InlH, InlJ in InlK ter proteina Vip in 
LapB, ki ne sodita v skupino internalinov, imata pa pomembno vlogo pri pri vstopu bakterije 
v znotrajcelični prostor (Carvalho, 2014). Daleč največ pozornosti raziskovalcev je pritegnil 
internalin InlA, za katerega so dokazali, da je ključen pri vstopu L. monocytogenes v celice 
epitelija in druge nefagocitne celice (Gaillard in sod. 1991). InlA se veže na zunajcelično 
domeno E-kadherina (E-cad), ki je nujno potreben za ustrezno formacijo adherentnih stikov 
med celicami epitelija, kar privede do fosforilacije in ubikvitinacije receptorja s strani 
tirozinske kinaze Src in ubikvitin ligaze Hakai. Ti posttranslacijski modifikaciji sta ključni pri 
vstopu bakterije v notranjost celice (Pizarro-Cerdá, 2012).   
 
L. monocytogenes lahko vstopi v različne evkariontske gostitelje, učinkovitost okužbe pa je 
odvisna od interakcij med InlA in E-cad, ki so povsem vrstno specifične. Raziskave so 
pokazale, da okužba z L. monocytogenes preko oralne poti napreduje pri ljudeh mnogo hitreje 
in bolj učinkovito kot pri laboratorijskih miših. Nadaljnje študije in-vitro so pokazale, da je 
prolin na šestnajstem mestu aminokislinskega zaporedja E-cad ključnega pomena pri 
interakciji z InlA, saj pri miših naravna mutacija oziroma zamenjava prolina z glutaminsko 
kislino na tem mestu prepreči okužbo preko črevesja (Pizarro-Cerdá, 2012).  
 
Ključno vlogo pri virulenci in vstopu bakterije v različne tipe gostiteljskih celic ima tudi InlB, 
ki v svojem aminokislinskem zaporedju vsebuje značilne ponovitve GW (Dramsi in sod., 
1995). Te regije InlB omogočajo nekovalentne interakcije z lipotehoično kislino v celični 
steni, moč interakcij pa je odvisna od števila ponovitev teh regij (Carvalho, 2014). Z vezavo 
na receptor za hepatocitni rastni faktor (HGFR), InlB sproži tirozin kinazno aktivnost HGFR, 
aktivira pa tudi PI3K (angl. phosphatidylinositol 3-kinase) in z mitogenom aktivirane protein 
kinaze (angl. mitogen-activated protein kinase) (MAPK) signalne poti, ki so nujne za uspešen 
proces vstopa bakterije v notranjost celice (Hamon in Cossart, 2006). Čeprav vezava InlB na 
HGFR sproži rekrutacijo istih skupin molekul kot naravni ligand tega receptorja, je kinetika 
aktivacije njunih signalnih poti različna, saj indukcija MAPK s strani InlB poti močnejša 
(Copp in sod. 2003). Vzrok za te razlike bi lahko bilo dejstvo, da InlB in HGF ne tekmujeta 
za vezavo na HGFR in da vežeta različni mesti na receptorju. Poleg tega pa InlB in HGF ne 
vsebujeta homolognih regij in sta si tudi strukturno nesorodna (Hamon in Cossart, 2006). 
Čeprav natančnejših ugotovitev o molekularnih mehanizmih aktivacije HGFR s strani InlB še 
ni, vezava končno privede do fosforilacije in ubikvitinizacije receptorjev, rekrutacije klatrina, 
preurejanja citoskeleta in nazadnje do vstopa patogena v notranjost celice (Stavru in sod., 
2011). Ker je receptor za HGRF izražen na površini različnih celic, je L. monocytogenes 
sposobna infekcije več vrst človeških celic. Preko InlB lahko bakterija vstopi v HeLa, Hep-2, 
HepG2, TIB73 in Vero celične linije (Dramsi in sod., 1995; Braun in sod., 1998).  
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3.2 LISTERIOLIZIN (LLO) 
 
Listeriolizin O spada v družino od holesterola odvisnih citolizinov (CDC), kamor sodi več kot 
20 citolizinov različnih vrst bakterij. Je glavni virulenčni dejavnik bakterije L. monocytogenes 
in je sposoben vezave na holesterol v celični membrani gostitelja, kjer tvori pore do velikosti 
premera 35 nanometrov (Hamon in sod., 2012).  
 
Ko L. monocytogenes preide v znotrajcelični prostor gostiteljske celice, se sprva nahaja v 
notranjosti fagosoma. V tem okolju prične bakterija izločati toksin LLO v večjih količinah, 
kar je precejšna posebnost, saj je L. monocytogenes edini patogeni organizem, ki izloča 
tovrstni toksin v znotrajceličnem prostoru (Hamon in Cossart, 2006). Kislo okolje v 
fagosomalnem prostoru zagotavlja optimalne pogoje za aktivnost in stabilnost LLO, kar 
omogoči vezavo na holestrol v membranah, oligomerizacijo monomernih enot ter posledično 
nastanek por (Shatursky in sod., 1999). Nastanek por poruši gradienta pH in kalcija ter tako 
prepreči fuzijo fagosoma z lizosomom, kar omogoči preživetje bakterije (Shaughnessy in 
sod., 2006). Natančna regulacija LLO in omejitev njegovega delovanja na fagosomalni 
prostor je ključnega pomena, saj bi njegovo delovanje v citoplazmi povzročilo poškodbe 
celičnih organelov in uničenje celične membrane ter smrt celice. L. monocytogenes bi tako 
izgubila ugodno znotrajcelično okolje in bi bila izpostavljena protitelesom in drugim 
dejavnikom imunskega sistema (Glomski in sod., 2003). Zanimivo je omeniti, da je za 
učinkovito delovanje in regulacijo LLO potrebno vključevanje gostiteljskih dejavnikov. 
Encim GILT (angl. γ-interferon-inducible lysosomal thiol reductase) ima namreč optimalno 
delovanje pri nižjih pH vrednostih in ohranja LLO v reduciranem stanju ter ga tako aktivira 
(Singh in sod., 2008). Ionski kanal CFTR (angl. cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator) pa s povečevanjem koncentracije kloridnih ionov v fagosomu pospeši proces 
nastajanja por (Radtke in sod., 2011). Ker so različne celice precej različno podvržene 
infekciji z L. monocytogenes, bi bilo v prihodnosti zanimivo raziskati, ali ima to kakšno 
povezavo z izražanjem gostiteljskih faktorjev kot sta GILT in CFRT.     
 
Poleg zaviranja združevanja fagosoma z lizosomom in sodelovanja pri pobegu iz 
fagosomalnega prostora, opravlja LLO tudi druge pomembne funkcije. V skladu z 
ugotovitvijo, da je prisotnost LLO možno zaslediti v supernatantu, ko L. monocytogenes raste 
v tekočem gojišču  (Moors in sod., 1999), so tudi nadaljnje študije pokazale pomembno vlogo 
LLO v zunajceličnem okolju. Domneva se, da LLO sodeluje z InlA in InlB pri vstopu v 
različne vrste gostiteljskih celic in tako pospešuje učinkovitost infekcije (Vadia in sod., 2011). 
Delovanje LLO lahko na celični membrani sproži različne fiziološke odzive, kot so izražanje 
transkripcijskega faktorja MAPK (Tang in sod., 1996)  in fosfatidilinozitola (Sibelius in sod. 
1996) ter vpliva na vdor kalcija v celico (Dramsi in Cossart, 2003) Pred nekaj leti sta dve 
raziskovalni skupini dokazali, da LLO, ki ga bakterije izločajo v zunajcelično okolje, 
povzroča posttranslacijske modifikacije histonov (Hamon in sod., 2007) in razlike v 
sumolacijskem profilu gostiteljskih celic (Ribet in sod., 2010). Do vseh teh učinkov prihaja, 
ko je LLO prisoten v zunajceličnem okolju, kar pomeni, da je del proteina aktiven tudi pri 
nevtralni pH vrednosti. Vse te ugotovitve potrjujejo domnevo, da ima LLO pomembno vlogo 
še preden L. monocytogenes vstopi v notranjost gostiteljske celice. Ker je LLO homologen 
proteinom iz družine CDC drugih ne invazivnih bakterijskih vrst, ki jih bakterije izločajo v 
zunajcelično okolje, te ugotovitve niso veliko presenečenje (Hamon in sod., 2012). 
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3.3 FOSFATIDILINOZITOL SPECIFIČNA FOSFOLIPAZA C (PI-PLC) 
 
Bakterijske fosfatidilinozitol specifične fosfolipaze (PI-PLC) so encimi velikosti okoli 30 do 
35 kilo Daltonov (kDa), ki omogočajo hidrolizo membranskega lipida fosfatidilinozitola (PI) 
in ga cepijo na inozitol fosfat in diacilglicerol (DAG). PI-PLC je prisoten v številnih 
grampozitivnih bakterijah, med drugim ga najdemo tudi v patogenih organizmih kot so L. 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus in Bacillus anthracis (Griffith in 
Rayan 1999). PI-PLC bakterije L. monocytogenes ima zelo nizko aktivnost na glikozil 
fosfatidilinozitolna (GPI) sidra, kar ni značilno za PI-PLC drugih bakterijskih vrst, ki ta encim 
izločajo. Pred to ugotovitvijo je bilo v znanstvenih krogih namreč ustaljeno prepričanje, da 
fosfolipaze najdemo zgolj pri zunajceličnih patogenih in da delujejo zunaj gostiteljskih tkiv in 
celic (Fahrenbach in Jurgens 1991). Kasneje so uspeli dokazati, da je fosfolipaza L. 
monocytogenes pri tem izjema, saj je njihova glavna tarča PI znotraj gostiteljske celice (Wey 
in sod., 2005). S pomočjo mutiranih sevov je bilo ugotovljeno, da PI-PLC skupaj z LLO 
sodeluje pri lizi in pobegu iz fagosoma, ključno vlogo pa ima tudi pri pobegu iz celične 
vakuole obdane z dvojno membrano (Smith in sod., 1995). Te nastanejo, ko se bakterija s 
pomočjo sile, ki jo ustvarjajo filamenti aktina, širi v sosednje celice. Gibanje bakterije v 
gostiteljski celici ustvari membranske izbokline, ki jih preko procesa paracitofagije (angl. 
paracytophagy) v svojo notranjost vključi sosednja celica. L. monocytogenes se tako znajde v 
notranjosti dvojne membrane. Pobeg iz tega prostora, ki ga imenujemo tudi sekundarna 
vakuola je nujno potreben za širjenje bakterijske okužbe, pri tem pa poleg LLO in PI-PLC 
sodeluje tudi nespecifična fosfolipaza PC-PLC (Glaser in sod. 2007). 
 
3.4 FOSFATIDILINOZITOL NESPECIFIČNA FOSFOLIPAZA C (PC-PLC) 
 
L. monocytogenes v zunajcelično okolje izloča tudi PC-PLC, nespecifično fosfolipazo s 
širokim spektrom delovanja, ki je aktivna na široko paleto različnih fosfolipidov: 
fosfatidilholina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) fosfatidilinozitola (PI) 
in sfingomielina (SM) (Goldfine in sod. 1993). PC-PLC je sposobna popolne hidrolize tipične 
plazemske membrane sesalskih celic, kakšne lahko najdemo pri človeških eritrocitih. Njen 
spekter delovanja je širok - deluje pri pH vrednosti od 5,0 do 8,0 – za njeno aktivnost pa je 
nujno potrebna metaloproteaza Mpl, ki neaktiven proencim pretvori v zrel, 28 kDa velik, 
aktiven encim (Domann in sod. 1991). Čeprav 3D-strukture PC-PLC še niso uspeli določiti, 
raziskovalci predvidevajo, da je ta zelo podobna 3D-strukturi nespecifične fosfolipaze 
bakterije Bacillus cereus (PDB-ID 1AH7). Encima imata namreč petdeset odstotno 
identičnost v aminokislinski sestavi in močno ohranjeno aktivno mesto (Hough in sod. 1989).  
 
Kljub strukturni podobnosti imata encima obeh bakterij različno encimatsko aktivnost. 
Goldfine in sodelavci (1993) so uspeli dokazati, da ima PC-PLC bakterije L. monocytogenes 
kar desetkrat manjšo aktivnost na PC kot nespecifična fosfolipaza bakterije Bacillus cereus, 
po drugi strani pa ima občutno boljšo sposobnost hidrolize SM. Pomembno se razlikujeta tudi 
pri faktorjih, ki uravnavajo njuno aktivnost: medtem, ko natrijev klorid (NaCl) in kalijev jodid 
(KI) pospešujeta delovanje PC-PLC, ti dve soli delovanje encima bakterije Bacillus cereus 
močno zavirata (Goldfine in sod. 1993). 
 
Za preučevanje biološke vloge obeh fosfolipaz so raziskovalci razvili mutirane seve L. 
monocytogenes, s pomočjo katerih so ugotovili, da PI-PLC in PC-PLC medsebojno sodelujeta 
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in pomagata LLO pri pobegu iz primarne in sekundarne vakuole (Smith in sod., 1995). Koliko 
izmed teh treh faktorjev je pri tem potrebnih in kateri izmed njih igrajo ključno vlogo pri lizi, 
pa je povsem odvisno od tipa gostiteljske celice. Sevi z izničenim genom za protein LLO ne 
povzročajo virulence v mišjih celičnih linijah, saj niso sposobni pobega iz primarne vakuole 
večine tipov celic (Glaser in sod. 2007). Ker LLO ni potreben za pobeg iz primarne vakuole 
človeških celic epitelija, so raziskovalci uspeli dokazati, da je za ta korak v odsotnosti LLO 
nujno potreben PC-PLC (Grundling in sod. 2003). Nadaljnje študije so pokazale, da sta tako 
PC-PLC kot PI-PLC nujno potrebna pri razgradnji notranje membrane sekundarne vakuole in 
da imata ta dva faktorja pomembne in prekrivajoče se vloge pri razgradnji vakuole in širjenju 
okužbe v druge celice (Alberti-Segui in sod., 2007). Čeprav natančen mehanizem delovanja 
PI-PLC in PC-PLC še ni povsem jasen, raziskovalci domnevajo, da obe fosfolipazi razgradita 
membrano gostiteljske celice direktno, ali pa da začetna razgradnja fosfolipidov in produkti 
hidrolize sprožijo in aktivirajo gostiteljske faktorje k razgrajevanju membrane vakuole 
(Goldfine is sod. 1998). 
 
3.5 PROTEIN ZA POLIMERIZACIJO AKTINSKIH FILAMENTOV (ActA) 
 
Po pobegu iz fagosoma se L. monocytogenes znajde v citosolu gostiteljske celice, kjer je 
podvržena procesu avtofagije, ki je ključen element naravnega imunskega sistema za uničenje 
in odstranitev citoplazemskih mikrobov (Deretic in Levine 2009). Nekateri znotrajcelični 
patogeni so tako razvili zanimive mehanizme, s katerimi se poskušajo zoperstaviti nevarnem 
okolju v citosolu. L. monocytogenes to doseže z izraženjem proteinov na celični površini, ki 
sodelujejo pri rekrutaciji filamentov gostiteljevega proteina aktina. Osrednjo vlogo pri tem 
procesu ima protein ActA. Z rekrutacijo gostiteljskih proteinov citoskeleta omogoči bakteriji, 
da prikrije svojo pravo identiteto, saj ga gostiteljska celica prepozna kot lastni organel 
(Stevens in sod., 2006).  
 
Protein ActA je sestavljen iz več funkcionalno različnih podenot. N-konec proteina je 
odgovoren za vezavo in aktivacijo Arp2/3 (angl. actin-related proteins 2 and 3) kompleksa ter 
vezavo monomernih enot aktina (Welch in sod., 1998). Osrednji del proteina vsebuje štiri 
regije, bogate z aminokislino prolin. Njegova funkcija je, da rekrutira proteine gostiteljske 
celice, ki spadajo v družino Ena/VASP (angl. Enabled/vasodilator-stimulated 
phosphoprotein) proteinov. Ta skupina proteinov je neposredno odgovorna za učinkovitost 
gibljivosti bakterije. Na C-koncu ActA vsebuje transmembranski odsek za usidranje proteina 
in vmesnik za interakcije s celično steno bakterije. Arp2/3 kompleks sproži polimerizacijo 
aktina, kar privede do nastanka kometnih repov, ki potiskajo bakterijsko celico preko 
citoplazme in membrane gostiteljske celice ter omogoča potovanje v sosednjo celico (Footer 
in sod., 2008). 
 
ActA protein je eden izmed glavnih virulenčnih dejavnikov bakterije L. monocytogenes, saj je 
mutirani sev z manjkajočim zapisom za ta protein nesposoben okužbe oziroma je ta precej 
hitro odstranjena (Le Monnier in sod., 2007). Poleg pomembne vloge pri okužbi opravlja 
protein ActA tudi druge funkcije. Raziskovalcem je namreč uspelo odkriti, da protein sodeluje 
pri združevanju bakterij in pri nastanku biofilma, ko se bakterijske celice nahajajo v 
zunajceličnem prostoru (Travier in sod., 2013). Ker preko ActA proteina L. monocytogenes 
posnema delovanje gostiteljskih elementov citoskeleta, je ta bakterija postala pomemben 
model za preučevanje delovanja številnih celičnih procesov.   
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Protein ActA sicer v Preglednici 1 ni naveden, ampak sem njegov opis vključil zaradi njegove 
pomembne vloge pri širjenju okužbe. Tridimenzinalna zgradba proteina ActA ni znana, saj je 
nativno nestrukturiran protein (angl. Intrinsically disordered protein), ki v nativnem stanju 
nima definirane prostorske strukture.  
 
3.6 LISTERIA NUCLEAR TARGETED PROTEIN A (LntA) 
 
Uspešna infekcija je odvisna od širokega nabora virulentnih faktorjev bakterije, ki izkoriščajo 
naravne procese v celici tako, da ukradejo njihovo primarno funkcijo za svojo dobrobit. Eden 
izmed tovrstnih dejavnikov je tudi protein LntA, ki so ga raziskovalci nedavno odkrili pri 
bakteriji L. monocytogenes. Kot je to značilno za vse proteine, ki spadajo v družino 
nukleomodulinov, LntA najde pot do jedra okužene celice, kjer posredno vpliva na strukturo 
heterokromatina in izražanje obrambnih genov gostiteljske celice (Lebreton in sod., 2012). Z 
vezavo na BAHD1 (angl. bromo adjacent homology domain containing 1), ki v človeških 
celicah skrbi za strukturo heterokromatina in utišanje genov, LntA blokira njegovo funkcijo in 
povzroči izražanje interferon stimuliranih genov (ISG) v celicah epitelija (Lebreton in sod., 
2011). Predpostavljajo, da L. monocytogenes na ta način časovno in prostorsko uravnava 
kolonizacijo gostitelja oziroma širjenje okužbe.   
 
Primerjava zaporedij s pomočjo bioinformacijskega orodja BLAST je pokazala, da LntA nima 
homolognih proteinov v drugih bakterijskih vrstah. Čeprav konstitutivno izražanje gena LntA 
škoduje uspešnemu širjenju bakterijske okužbe, je protein prisoten pri vseh analiziranih sevih 
L. monocytogenes. Zelo ohranjeno zaporednje LntA med različnimi sevi L. monocytogenes 
nakazuje, da obstaja močan selekcijski pritisk k ohranitvi genskega zaporedja in da je LntA 
eden ključnih elementov s pomembno vlogo pri okužbi. Zanimivo je dejstvo, da v 
nepatogenih vrstah protein ni prisoten, izjema je bakterijska vrsta Listeria marthii, kjer je 
homolog LntA prisoten, toda ima samo 76,2 odstotno podobnost s proteinom LntA iz L. 
monocytogenes (Lebreton in sod., 2011). 
 
3.7 POZITIVNI FAKTOR REGULACIJE A (PfrA) 
 
Za prehod na življenje znotraj gostiteljske celice se bakterije zanašajo na različne signale iz 
okolja, ki sprožijo izražanje virulentnih genov. Ti signali so lahko: sprememba temperature, 
prisotnost ali odsotnost kovinskih ionov ter dostopnost aminokislin in mikroelementov. 
Bakteriji L. monocytogenes preobrazbo iz miroljubnega organizma v zemlji v potencialno 
neusmiljenega morilca znotraj gostiteljske celice omogoča protein PrfA. Gre za 233 
aminokislin dolg protein, ki sodi v družino Crp/Fnr prepisovalnih dejavnikov. Tako kot 
večina proteinov znotraj te družine je tudi PrfA simetričen homodimer, ki ima promotorje 
organizirane v dveh glavnih domenah (Eiting in sod., 2005). Raziskovalci (Kannan in sod., 
2007) domnevajo, da PrfA za svoje delovanje potrebuje alosterični aktivator, saj N-konec 
proteina tvori obliko beta sodčka, ki je zelo podobna obliki, ki veže ciklične nukleotide. V C-
koncu proteina pa se nahaja domena heliks-zavoj-heliks (HTH), ki je odgovorna za vezavno 
na molekulo DNK. Z vezavo na 'PrfA-box', 14 baznih parov dolgo palindromsko zaporedje, 
PrfA neposredno sproži prepisovanje več kot desetih virulentnih genov, domnevno pa naj bi 
sodeloval še pri izražanju dodatnih 145 genov (Sheehan in sod., 1997). Njegovo delovanje in 
prepisovanje virulentnih genov je regulirano s temperaturo, saj so pri temperaturi 37° C geni 
maksimalno izraženi, pri temperaturi 30° C pa skoraj popolnoma utišani. Mehanizem 
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delovanja je takšen, da 5´ neprevedena regija mRNK gena za PrfA tvori posebno sekundarno 
strukturo, imenovano lasnična zanka (angl. hairpin structure), ki skrije vezavno mesto za 
ribosom. Pri 37° C se sekundarna struktura spremeni, kar povzroči, da se Shine-Dalgarno 
(SD) vezavno mesto izpostavi in prevod proteina na ribosomu normalno steče (Jorgen in sod., 
2002). 
 
4 CIKLIČNI NUKLEOTIDI PRI BAKTERIJI Listeria monocytogenes 
 
Vsa živa bitja zaznavajo in sprejemajo signale iz okolja ter jih preko poti signalnega prenosa 
prevedejo v ustrezen fiziološki odziv. Te poti so močno prepletene in kompleksne ter 
temeljijo na koordiniranem delovanju različnih dejavnikov. Eden izmed ključnih dejavnikov 
so majhne znotrajcelične molekule, ki jih imenujemo sekundarni obveščevalci. Ti so 
odgovorni za posredovanje informacij od celičnih receptorjev do efektorskih molekul znotraj 
celice. Koncentracijo sekundarnih obveščevalcev natančno uravnavajo encimi, ki te molekule 
na podlagi specifičnih signalov iz okolja izgrajujejo ali razgrajujejo. Spremembe v 
koncentraciji sekundarnih obveščevalcev zaznavajo efektorske molekule na koncu signale 
poti, ki nato sprožijo ustrezen odziv. Sekundarni obveščevalci imajo izredno pomembno 
vlogo v poteh signalnega prenosa, saj je končen biološki odgovor pogosto ključen za 
preživetje organizma (Camilli in Basler 2006). Klasični primer tovrstnih molekul je ciklični 
adenozin monofosfat (cAMP), ki sodeluje pri prenosu signala ob katabolni represiji enteričnih 
bakterij (Görke in Stülke 2008).  
 
Ob pomanjkanju aminokislin bakterijske celice izgrajujejo gvanozin pentafosfat (ppGpp), ki 
je osrednji dejavnik pri stresnemu odzivu. Ker preko interakcij z RNK polimerazo preprečuje 
izgradnjo molekul RNK in sodeluje pri uravnavanju koncentracij nukleotidov, igra 
pomembno vlogo pri izražanju genov na ravni celotnega organizma (Potrykus in Cashel, 
2008). Številne bakterije izgrajujejo tudi ciklične dinukleotide. Vzorčni primer te skupine 
sekundarnih obveščevalcev je ciklični digvanilat monofosfat (c-di-GMP), ki je preko 
uravnavanja gibanja in tvorjenja biofilma odgovoren za določanje življenjskega sloga bakterij 
(Schirmer and Jenal 2009). Pred nekaj leti je bil odkrit doslej še nepoznani sekundarni 
obveščevalec c-di-AMP, ki igra pomembno vlogo pri številnih grampozitivnih bakterijah, 
nepogrešljiv pa je tudi pri listeriji, saj je za njeno preživetje nujno potreben (Witte in sod., 
2013). 
 
V nadaljevanju poglavja bom opisal v katere celične procese je c-di-AMP vpleten pri bakteriji 
L. monocytogenes in kako le-ta uravnava njegovo koncentracijo znotraj celice. Predstavil bom 
proteine s poznano tridimenzionalno strukturo, ki vsebujejo vezavna mesta za sekundarni 
obveščevalec in opisal njihovo zgradbo ter celične procese, v katerih sodelujejo. Na podlagi 
predhodnih analiz bom med proteini z nepoznano funkcijo s pomočjo bioinformacijskih 
orodij identificiral proteine, ki vsebujejo potencialna vezavna mesta za c-di-AMP ali druge 
sekundarne obveščevalce, in predstavil njihovo potencialno biološko vlogo. 
 
4.1 VLOGA CIKLIČNEGA DIADENOZIN MONOFOSFATA (c-di-AMP) 
 
C-di-AMP je edini sekundarni obveščevalec, brez katerega bakterije, ki ga proizvajajo, ne 
morejo preživeti. Do sedaj zbrana dejstva o njegovi vlogi v grampozitivnih bakterijah so 
pokazala, da sodeluje pri izgradnji celične stene in homeostazi. Zato je presenetljivo dejstvo, 
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da je nukleotid ključen tudi za preživetje gramnegativne bakterije Chlamidia trachomatis, ki v 
celični steni ne vsebuje peptidoglikana, prav tako pa je ključen za nekatere vrste bakterij rodu 
Mycoplasma, za katere je značilno, da celične stene nimajo (Glass in sod 2006 ; Lluch-Senar 
in sod., 2015). V nasprotju z grampozitivnimi bakterijami je c-di-AMP pri aktinobakterijah 
Streptomyces venezuelae in Mycobacterium tuberculosis pogrešljiv in ni nujen za preživetje 
(Manikandan in sod., 2014; St-Onge in sod., 2015). 
 
Bakterije uravnavajo koncentracijo tega cikličnega dinukleotida s pomočjo dveh skupin 
encimov. Za izgradnjo so ogovorne diadenilat ciklaze, njegovo razgradnjo pa katalizirajo 
fosfodiesteraze. Diadenilat ciklaza A (DacA) dve molekuli ATP pretvori v c-di-AMP, pri tem 
nastane stranski produkt pirofosfat. Fosfodiesteraza PdeA (PdeA) nastali c-di-AMP razgrajuje 
v linearno molekulo 5′-pApA. Glede na potrebe celice za ustrezno koncentracijo c-di-AMP 
skrbijo tudi MDR (angl. multidrug resistance transporters) proteini v membrani, preko 
katerih bakterija c-di-AMP izloča v zunajcelični prostor (Witte in sod., 2013).  
 
Slika 2 prikazuje natančno uravnavanje koncentracije c-di-AMP v znotrajceličnem prostoru, 
kar je izrednega pomena, saj lahko prenizke koncentracije preprečujejo podvajanje in rast 
bakterij, previsoke koncentracije pa so toksične in povzročajo celično smrt (Huynh in sod., 
2015). 
 
Slika 2: Uravnavanje koncentracije c-di-AMP pri bakteriji L. monocytogenes. DacA iz dveh molekul ATP 
izgradi c-di-AMP,  fosfodiesteraza PdeA nastali c-di-AMP razgrajuje v linearno molekulo 5′-pApA, črpalka 
MDR pa c-di-AMP izloča v zunajcelično okolje (povzeto po Witte in sod., 2013). 
 
Da bi podrobneje preučili vlogo c-di-AMP v različnih celičnih procesih, je pred nekaj leti 
skupina raziskovalcev (Witte in sod., 2013) s pomočjo različnih genetskih tehnik ustvarila 
mutirane seve bakterijske vrste L. monocytogenes, ki v svojem celičnem okolju vsebujejo 
različne koncentracije c-di-AMP. Sev z izničenim genom za PdeA in posledično višjo 
koncentracijo c-di-AMP je kazal rahlo višjo odpornost na antibiotik cefuroskim, medtem ko 
je bilo pri sevu z visoko izraženem genom za PdeA in nizko koncentracijo c-di-AMP možno 
zaslediti občutno slabšo odpornost na cefuroksim kot tudi na penicilin in ampicilin. Ti 
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rezultati se ujemajo s prejšnjimi ugotovitvami raziskovalcev, da ima c-di-AMP pomembno 
vlogo pri regulaciji strukture celične stene in homoestaze. Čeprav natančni molekularni 
mehanizmi še niso pojasnjeni, rezultati različnih raziskav kažejo, da c-di-AMP vpliva na 
transglikozilacijsko in transpeptidacijsko aktivnost proteinov, ki vežejo penicilin (Corrigan in 
sod., 2011).      
 
Eno najbolj zanimivih odkritij v povezavi z vlogo c-di-AMP je bila ugotovitev, da lahko 
preko teh sekundarnih obveščevalcev bakterija L. monocytogenes sproži produkcijo 
interferona beta (IFN-β) v gostiteljskih celicah (Woodward in sod., 2010). Bakterija z 
aktivnim izločanjem c-di-AMP preko črpalk MDR v citosolu makrofagov aktivira protein 
STING (angl. stimulator of interferon genes). Protein STING lahko aktivirajo tudi c-di-GMP, 
dvojna vijačnica DNK (dsDNA) ali sekundarni obveščevalec cGMP-AMP, katerega izgradnjo 
ob zaznavanju dsDNA sproži gostiteljev citoplazemski protein cGAMP sintaza (Corrigan in 
Gründling, 2013).  Aktivacija proteina STING privede do fosforilacije prepisovalnega 
dejavnika IRF3 (angl. interferon regulatory factor 3), ki se veže na promotor IFN-I genov 
tako sproži citosolno pot naravnega imunskega sistema (angl. cytosolic surveillance pathway), 
produkcijo IFN-β in prepis interferon stimulirajočih genov (Archer in sod., 2014; Tadmor in 
sod., 2014; Corrigan in Gründling, 2013).  
 
Čeprav je vloga IFN-I pri virusnih okužbah že dolgo znana in je bila v preteklosti povod 
številnim raziskavam, njihova biološka vloga pri bakterijskih okužbah še vedno ni povsem 
jasna in je v znanstvenih vodah vzrok številnih nesoglasij (Trinchieri, 2010). Vloga tovrstnih 
citokinov pri bakterijskih okužbah ni vedno zaščitna in je povsem odvisna od posameznega 
mikroorganizma (Carrero, 2013). Ta opažanja so potrdile tudi kasnejše raziskave, ki so 
pokazale zanimive ugotovitve, da produkcija IFN-β pospešuje virulenčnost L. monocytogenes 
ter ima negativen učinek na gostitelja. Miši, ki v svojih celicah niso imele genskega zapisa za 
IFN-β receptor IFNAR ali IRF3, so bile namreč manj občutljive na okužbo z L. 
monocytogenes, kot kontrolne miši divjega tipa (Auerbuch in sod., 2004). Zanimivo je, da 
sevi s povišanim izločanjem c-di-AMP nimajo višje virulence, ampak inducirajo mnogo manj 
T celičnega odgovora. Torej je verjetno, da ima izločanje c-di-AMP in posledično izražanje 
IFN-I genov vlogo pri patogenezi L. monocytogenes, tako da zavira nastanek pridobljenega 
imunskega sistema in razvoj trajne imunosti (Schwartz in sod., 2012). Izredno zanimivo je 
tudi dejstvo, da humane celice pogosto vsebujejo STING polimorfizme, ki ne vežejo 
bakterijskih cikličnih dinukleotidov (CDN), prepoznavajo pa lahko človeške CDN (Diner 
2013). 
 
4.2 PROTEINI Z VEZAVNIMI MESTI ZA c-di-AMP  
 
4.2.1 Diadenilat ciklaza A (DacA) 
 
Diadenilat ciklaza (DAC) je protein, ki dve molekuli ATP pretvori v c-di-AMP, pri tem pa 
nastane stranski produkt pirofosfat. Ustrezno delovanje DAC je ključnega pomena za vse 
grampozitivne bakterije, saj brez njenega ustreznega delovanja ne morejo preživeti. Zanimivo 
je, da bakterija Bacillus subtilis vsebuje tri različne DAC, DisA, CdaA in CdaS, vsak izmed 
teh treh encimov pa sodeluje v različnih celičnih procesih. L. monocytogenes in večina drugih 
grampozitivnih bakterij po drugi strani vsebujejo samo en encim DAC, ki je po strukturi 
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podoben in najbolj homologen encimu CdaA (Corrigan and Gründling, 2013). Shemo njegove 
zgradbe prikazuje Slika 3.  
 
 
Slika 3: Shema zgradbe DacA proteina iz L. monocytogenes. Protein CdaA na N-koncu vsebuje tri alfa vijačnice, 
ki tvorijo transmembransko (TM) regijo. Ciklazna domena na vsaki strani meji na ovito vijačnico (angl. coiled 
coil, CC)  (povzeto po Rosenberg in sod., 2015). 
 
Pregled podatkovne baze proteinskih družin Pfam je pokazal, da okoli 1956 proteinov iz 1438 
vrst organizmov vsebuje DAC domeno, ki je odgovorna za produkcijo c-di-AMP (Corrigan 
and Gründling 2013). Ta domena je med organizmi zelo ohranjena in je zaenkrat edina znana 
proteinska domena, ki je ogovorna za izgradnjo c-di-AMP. Zanimivo je, da DAC domena ne 
kaže nobene aminokislinske ali strukturne podobnosti z domeno GGDEF, ki je odgovorna za 
izgradnjo sekundarnega obveščevalca c-di-GMP. Logično bi namreč bilo, da je lažje 
preoblikovati digvanilat ciklazo, tako da bi proizvajala c-di-AMP, kot pa v ta namen razviti 
nov encim. Po drugi strani pa je bilo ugotovljeno, da nekateri encimi, ki proizvajajo ciklični 
adenozin monofosfat (cAMP), nimajo skupnega izvora. Domneva se, da so se encimi, ki 
proizvajajo isti sekundarni obveščevalec, razvili večkrat (Baker in Kelly 2004).  
 
4.2.2 Fosfodiesterazi PdeA in PgpH 
 
Za uravnavanje primernih koncentracij c-di-AMP znotraj celice celičnega je poleg izgradnje 
pomembna tudi njegova razgradnja. Za razgradnjo tega sekundarnega obveščevalca pri L. 
monocytogenes skrbita dva encima, fosfodiesterazi PdeA in PgpH. Čeprav 3D struktura 
fosfodiesteraze PdeA in njenih homologov v drugih bakterijskih vrstah še ni znana, sem jo 
zaradi njene pomembnosti pri razgradnji c-di-AMP vključil v opis.    
 
PdeA  na N-koncu tvori transmembransko (TM) regijo, degenerirane senzorične Per-Arnt-
Sim (PAS) domene, modificirane GGDEF domene in DHH/DHHA1 domene, ki je odgovorna 
za katalitično aktivnost (Witte in sod., 2013). Analize encimatske aktivnosti so pokazale, da 
PdeA c-di-AMP razgrajuje v linearno molekulo 5′-pApA in da za optimalno aktivnost 
potrebuje manganove ione kot kofaktor. Čeprav GGDEF domeni navadno pripisujemo vlogo 
pri izgradnji sekundarnega obveščevalca c-di-AMP, te aktivnosti ni možno zaslediti pri 
GGDEF domeni PdeA proteina. Ugotovljeno je namreč bilo, da veže in hidrolizira molekulo 
ATP (Rao in sod., 2010). Pri bakterijah, ki producirajo c-di-GMP, lahko pogosto zasledimo 
proteine z neaktivnimi GGDEF domenami, kjer skupaj z drugimi domenami opravljajo 
regulatorno funkcijo (Christen in sod., 2005).   
 
Ker bakterije vsebujejo veliko več proteinov z DAC domenami kot pa proteinov s PdeA 
podobno aktivnostjo, so raziskovalci domnevali, da obstaja dodaten razred encimov, ki je 
udeležen pri razgradnji c-di-AMP (Rao in sod., 2010). Domneva se je izkazala za resnično, 
saj so pri bakteriji L. monocytogenes nedavno identificirali fosfodiesterazo PgpH (Huynh in 
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sod., 2015). Encim je sestavljen iz zunajcelične domene, ki jo najdemo na N-koncu, sedem 
transmembranskih alfa vijačnic, na C-koncu pa vsebuje HD domeno, ki opravlja katalitično 
aktivnost encima. Prisotnost dveh različnih fosfodiesteraz kaže na možnost, da encima 
sodelujeta v različnih celičnih procesih in opravljata specializirano funkcijo. To domnevo 
potrjujejo rezultati raziskave, ki je pokazala, da v in-vivo pogojih c-di-AMP razgrajuje PgpH, 
PdeA pa je bolj aktiven ob okužbi (Huynh in sod., 2015). Izredno zanimiva je tudi ugotovitev, 
da je nukleotid ppGpp inhibitor aktivnosti obeh encimov in močan tekmec c-di-AMP za 
vezavno mesto. Ker je povišane koncentracije sekundarnega sporočevalca ppGpp možno 
zaslediti ob stresnem odgovoru bakterij, obstaja komunikacija med stresnim odgovorom in c-
di-AMP signalizacijo (Huynh in sod., 2015).    
 
4.2.3 Piruvat karboksilaza (PycA) 
 
Sureka je skupaj s sodelavci (2014) s pomočjo različnih proteomskih pristopov in afinitetne 
kromatografije uspel identificirati šest proteinov, ki vežejo c-di-AMP. Poleg že znanih 
fosfodiesteraz PdeA in PgpH je odkril še tri proteine z neznano funkcijo in piruvat 
karboksilazo (PycA). Ta encim pri L. monocytogenes igra zelo pomembno vlogo, saj sicer 
bakterija zaradi nepopolnega cikla citronske kisline ne bi bila sposobna izgraditi 
oksaloacetata, ki je ključen gradnik pri izgradnji aspartata in glutamata. Ko sladkor 
predstavlja edini vir ogljika za rast bakterije, je PycA ključnega pomena in v njegovi 
odsotnosti ne more preživeti. V primeru rasti v kompleksnih medijih, kjer sta prisotni 
aminokislini aspartat in glutamat, pa je encim pogrešljiv (Sureka in sod., 2014). 
 
C-di-AMP se veže na encim PycA z visoko afiniteto, s konstanto disociacije (Kd) 8 µM in 
inhibira njegovo delovanje. Raziskovalci so sprva domnevali, da prihaja do takšne inhibicije 
tudi pri drugih bakterijah znotraj debla Firmicutes, kamor spadajo listerije, toda nadaljnje 
analize so pokazale, da je vezavno mesto za c-di-AMP pri drugih bakterijah slabo ohranjeno. 
Uravnavanje aktivnosti in vezava c-di-AMP na PycA naj bi bila torej specifična za bakterijo 
L. monocytogenes (Sureka in sod., 2014). 
 
4.2.4 Phosphate transport system permease protein A (PstA) 
 
Izmed treh proteinov neznane funkcije, za katere so nedavno odkrili, da vežejo c-di-AMP, je 
eden izmed njih pri pri bakterijah znotraj debla Firmicutes močno ohranjen. Pri bakterijah S. 
aureus in L. monocytogenes ta protein nosi ime PstA, pri B. subtilis pa DarA (Sureka in sod., 
2014). Zaenkrat je njegova vloga še nejasna, saj nefunkcionalen protein ne povzroči 
nikakršnih opaznih fenotipskih posledic pri bakteriji B. subtilis, ko ta raste na minimalnih ali 
kompleksnih gojiščih (Gundlach in sod., 2015). Ker je gen, ki zapisuje PstA protein, genetsko 
povezan z genom, ki zapisuje protein timidilat kinazo, se domneva, da naj bi sodeloval pri 
kontroli izgradnje nukleotidov in podvajanju molekule DNK (Choi in sod., 2015).     
 
Določitev 3D strukture proteina PstA je razkrila, da je po zgradbi podoben PII proteinom, ki 
sodelujejo pri prenosu signala. Ti proteini so visoko ohranjeni pri bakterijah, arhejah in 
rastlinah in sodelujejo pri uravnavanju metabolizma dušika. Vežejo se na majhne efektorske 
molekule, kot sta 2-oksaloglutarat in ATP (Huergo in sod., 2013). Ker so po svojem 
delovanju proteini iz PstA družine zelo podobni PII proteinom, ki sodelujejo pri prenosu 
signala, jih lahko uvrščamo v njihovo sestrsko skupino. Zanimivo je, da ti proteini povezujejo 
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skupaj dve poti signalnega prenosa: signalno pot sekundarnih obveščevalcev in signalno pot 
majhnih regulatornih proteinov (Gundlach in sod., 2015).    
 
4.2.5 Proteini s CBS domeno 
 
Proteina CbpA in CpbB sta zadnja izmed treh neznanih proteinov, ki so jih raziskovalci 
(Sureka in sod., 2014) s pomočjo različnih proteomskih pristopov in afinitetne kromatografije 
nedavno uspeli identificirati. Oba proteina vsebujeta proteinsko domeno CBS, ki je bil prvič 
odkrita pri encimu cistationin beta sintaza (angl. cystathionine beta synthase). Domena veže 
AMP, ATP ali S-adenozilmetionin, torej ligande, ki vsebujejo adenozilne skupine. Po vezavi 
liganda domena CBS uravnava delovanje encimatsko aktivnega dela proteina, najpogosteje 
tako, da njegovo delovanje zavira (Ereño-Orbea in sod., 2013). Vse več je dokazov, da je c-
di-AMP ligand, ki uravnava encimatsko aktivnost proteinov, ki vsebujejo CBS domeno. 
Nedavno so namreč odkrili, da se c-di-AMP veže na CBS domeno proteina OpuCA, ki skrbi 
za transport karnitina. Povišana koncentracija c-di-AMP vpliva na zmanjšanje uvoza 
karnitina, kar poruši ravnotežje celičnega turgorja in povzroči osmotski stres (Huynh in sod., 
2016). 
 
4.3 POTENCIALNA VLOGA PROTEINOV Z NEZNANO FUNKCIJO 
 
Med neznanimi ali slabo anotiranimi proteini s poznano 3D strukturo iz bakterije L. 
monocytogenes smo s pregledom znanstvene literature s pomočjo iskalnika PubMed iz 
proteinske podatkovne baze PDB identificirali tiste, ki bi potencialno lahko igrali vlogo pri 
regulaciji koncentracije cikličnih dinukleotidov (Preglednica 2). Z bioinformacijskim orodjem 
BLAST, sem poskušal poiskati njihove homologne proteine v drugih bakterijskih vrstah in 
tako določiti njihovo vlogo. Za iskanje ohranjenih motivov in proteinskih domen sem 
uporabil podatkovno bazo Interpro. Ugotovitve so predstavljene v nadaljevanju poglavja.  
 
4.3.1 Protein lmo2119 (CdaR) 
 
Vloga proteina lmo2119 (CdaR) je bila ugotovljena šele pred kratkim. Rismondo in sod. 
(2016) so dokazali, da CdaR z neposredno vezavo na DacA zavira njegovo encimatsko 
aktivnost in tako preprečuje nastanek c-di-AMP. Predpostavlja se, da CdaR preko interakcij s 
peptidoglikanom ali proteini v celični steni prepoznava integriteto celične stene in glede na 
prejeti signal uravnava aktivnost DacA (Rismondo in sod., 2016).  
 
CdaR torej ne vsebuje vezavnega mesta za ciklične dinukleotide, temveč preko negativnega 
uravnavanja aktivnosti DacA posredno vpliva na koncentracijo c-di-AMP. Natančnejši 
mehanizmi delovanja zaenkrat še niso raziskani. Strukturna organizacija proteina CdaR je 
predstavljena v Sliki 4.  
 
 
Slika 4: Shema zgradbe proteina CdaR iz L. monocytogenes. CdaR na N-koncu vsebuje signalni peptid (SP), ki 
mu sledijo štiri Ybbr ponovitve z neznano funkcijo (povzeto po Rismondo in sod., 2016).    
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4.3.2 Proteina lmo0131 (PdeB) in lmo0111 (PdeD) 
 
Analiza z orodjem InterPro je pokazala, da proteina lmo0131 in lmo0111 vsebujeta domeno 
EAL (IPR001633), ki je značilna za proteine, ki razgrajujejo c-di-GMP. Vloga proteinov 
lmo0131 (PdeB) in lmo0111 (PdeD) pri razgradnji c-di-GMP je bila nedavno dokazana tudi 
eksperimentalno (Chen in sod., 2014). Izničenje vseh treh proteinov, ki pri L. monocytogenes 
hidrolizirajo c-di-GMP je povzročilo povišano koncentracijo c-di-GMP v notranjosti 
bakterijske celice in aktivacijo izgradnje neznanega eksopolisaharida, ki povzroči združevanje 
bakterijskih celic in preprečuje njihovo gibanje, nudi pa tudi zaščito pred škodljivimi 
dezinfekcijskimi sredstvi (Chen in sod., 2014).  
 
4.3.3 Protein lmo0740  
 
Protein lmo0740 je sto odstotno identičen proteinom, ki jih v podatkovni bazi NCBI (angl. 
National Center for Biotechnology Information) najdemo pod imeni regulator transkripcije 
(angl. transcriptional regulator) in protein, ki veže ciklične nukleotide (angl. cyclic 
nucleotide-binding protein). Vsebuje tri ohranjene proteinske domene (IPR014710, 
IPR018490 in IPR011991), ki so odgovorne za vezavno cikličnih nukleotidov in vezavo na 
molekulo DNK. Te ugotovitve nakazujejo, da protein Lmo0740 spada v družino Crp/Fnr 
prepisovalnih dejavnikov (angl. Crp/Fnr-type global transcriptional regulators), vendar 
njegova vloga eksperimentalno še ni bila dokazana.  
 
4.3.4 Protein lmo2462 oziroma DGC 
 
Poleg treh proteinov z domeno EAL, L. monocytogenes v svojem genomu vsebuje zapis za 
štiri proteine z domeno GGDEF. Trije izmed njih (Lmo1911, Lmo1912 in Lmo2714)  so 
digvanilat ciklaze, katerih aktivnost pri izgradnji c-di-GMP je bila dokazana tudi 
eksperimentalno (Chen in sod., 2014). Četrti protein z domeno GGDEF (Lmo0531) pa sicer 
vsebuje vezavno mesto za c-di-GMP, toda zaradi neohranjenosti struktur, povezanih z 
digvanilat ciklazno aktivnostjo, ni sposoben razgradnje c-diGMP (Chen in sod., 2014). 
Primerjava zaporedja aminokislin je pokazala, da imata lmo2462 in DGC 96% identičnost in 
da zapisa predstavljata isti protein. Glede na ime proteina v bazi Uniprot (digvanilat ciklaza), 
bi lahko sklepali, da je njegova potencialna funkcija izgradnja c-diGMP. Toda zanimivo je, da 
protein ne kaže višje podobnosti z nobenim izmed štirih proteinov z domeno GGDEF, ki so 
jih z genetskimi in biokemijskimi analizami odkrili Chen in sod. (2014). Še več, izkazalo se 
je, da se njegova dodeljena funkcija znotraj različnih različnih podatkovnih baz med seboj 
precej razlikuje. Sodeč po genski ontologiji v podatkovni bazi Uniprot, ima protein Lmo2464 
oziroma DGC dipeptidazno aktivnost (GO:0016805). V PDB bazi je encimska funkcija 
proteina Lmo2464 oziroma DGC označena kot liaza (PDB-ID 3NEH) oziroma hidrolaza 
(PDB-ID 3LU2). Analiza aminokislinskega zaporedja v podatkovni bazi InterPro pa je 
pokazala, da je glede na ohranjene strukturne motive, Lmo2462 oziroma DGC protein, ki za 
svojo hidrolazno aktivnost potrebuje kovinske kofakrorje. Številni nasprotujoči si podatki 
znotraj različnih proteinskih podatkovnih baz so pokazali, da bi bilo za določitev resnične 
funkcije proteina Lmo2462 oziroma DGC, njegovo aktivnost preveriti eksperimentalno.   
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Pregled proteinskih podatkovnih baz PDB  in Uniprot je pokazal, da je med proteini L. 
monocytogenes s poznano 3D strukturo velik delež proteinov, ki imajo vlogo pri virulenci ali 
pa sodelujejo v signalnih poteh cikličnih nukleotidov. Ta ugotovitev ni presenetljiva, saj so ta 
biološka področja pri L. monocytogenes najbolj preučevana in zanimiva. Natančno 
uravnavanje metabolizma in virulentnih dejavnikov je namreč ključnega pomena pri prehodu 
iz okolja v notranjost gostiteljske celice. Pri tem ima pomembno vlogo c-di-AMP, majhna 
molekula, ki je med vsemi sekundarnimi obveščevalci edinstvena. Vse do sedaj preučevane 
bakterije iz debla Firmicutes, vključno z L. monocytogenes, brez nje namreč ne morejo 
preživeti.  
 
Čeprav v zadnjem času raziskovalci posvečajo veliko pozornosti preučevanju sekundarnih 
obveščevalcev, pa o vlogi c-di-GMP pri L. monocytogenes ni veliko znanega. V drugih 
bakterijskih vrstah je ta signalna molekula zelo dobro poznana in velja za dejavnika, ki določa 
življenjski slog bakterije. Nedavno odkritje, da je ta univerzalni sekundarni obveščevalec 
prisoten tudi pri L. monocytogenes (Chen in sod. 2014), odpira številna vprašanja v zvezi z 
njegovo vlogo in sproža veliko poti za nadaljnje raziskave. Pri pregledu podatkovne baze 
PDB smo s pomočjo analize v podatkovni bazi  Interpro, našli dva proteina s poznano 3D 
strukturo, ki vsebujeta EAL domeno. Ta je značilna za proteine, ki razgrajujejo c-di-GMP. 
Čeprav njuni biološki vlogi v podatkovnih bazah PDB in Uniprot nista dobro določeni, je 
pregled literature pokazal, da oba proteina, Lmo0131 (PdeB) in Lmo0111 (PdeD) razgrajujeta 
c-di-GMP. V podatkovni bazi PDB pa ni nobenega izmed štirih proteinov z GGDEF domeno 
(Lmo1911, Lmo1912, Lmo2174 in Lmo0531) ki so jih raziskovalci  s pomočjo 
bioinformatskih in biokemijskih analiz napovedali in dokazali Chen in sod. 2014). Zanimivo, 
domnevna funkcija proteina lmo2462 oz DGC je izgradnja c-di-GMP, toda parna poravnava 
zaporedij ni pokazala visoke podobnosti s štirimi proteini iz L. monocytogenes, ki vsebujejo 
GGDEF domeno. Da bi bolje spoznali njegovo vlogo, bi bilo potrebno njegovo aktivnost 
preučiti eksperimentalno.  
 
Pregled proteinov je pokazal,  da se pri raziskovanju funkcij in lastnosti proteinov s poznano 
strukturo ne moremo popolnoma zaneseti zgolj na podatke v podatkovnih bazah PDB in 
Uniprot. Podatki v PDB namreč niso redno posodobljeni, funkcija proteinov pa je  slabo 
poenotena, saj so proteini klasificirani različno glede na: encimsko reakcijo, vezavo 
kofaktorja, molekularno funkcijo, biološko vlogo in lokacijo znotraj celice. Uniprot po drugi 
strani nudi ogromno preverjenih informacij o biološki vlogi proteinov in poenoten opis 
njihovih funkcij, toda velika večina proteinov L. monocytogenes s poznano 3D-strukturo je 
vnesenih v UniprotKB/TrEMBL podatkovno bazo, ki vsebuje zgolj avtomatske anotacije in je 
močno presežna. Pri raziskovanju lastnosti proteinov je zato poleg podatkov iz podatkovnih 
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